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Translation of cage 9. lines 5-11 of DE 205 1715 



According to a preferred embodiment of the invention one fills into The elftcmyte 
compartments which axe separated from the separation chamber by appropriate membranes 
appropriate liquids the acidity of which (anodic companement) and basicity (cathodic 
cuinpurlmciil) limits die dcshed lange of the pH gradient; e.g., pH range 4-8 f anodic 
compartment 1 % phosphoric acid, cathodic compartment 1.5 % aqueous ethanolamino 
solution. 
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Description 



Trennkammer fiir die kontinuierliche Ablenkungs elektrophorese 

Die Erfindung betrifft eine Trennkammer fur die kontinuierliche Ablenkungselektropnorese im tragerfreien 
Pufferstrom, mil i Elektroden, mit einer Trennkammer und Zu- und Ableitungen fur den Elektrodenpuffer 
den Kammerpuffer und die zu trennende Substanz. 

FOr die kontinuierliche elektrophoretische Trennung im freien Pufferstrom sind eine Reihe von 
Trennkammern entwickelt worden, die fast ausnahmslos auf folgendem Prinzip beruhen: Zwischen zwei 
planparallelen Platten wird ein Puffervorhang der Dicke d gleichmassig in Fall richtung bewegt In den 
Pufferstrom wird an einer Stelle kontinuierlich das zu trennende Substanzgemisch injiziert das als 
Streifen der Bandbreite a lotrecht z.u.,den planparallelen Platten herunterwandert. Unter dem Einfluiss 1 
eines elektnschen Gleichstromfeldes, dessen Feldlinien horizontal verlaufen, werden die Substanzpartikel 
I?,"? , L Ladun9 ab 9 elenkt - 'hre Wanderungswege bilden mit der Flussrichtung des Pufferstroms 
Winkel, deren GrOsse von den spezifischen Eigen- schaften der Partikel, der Feldstarke und der 
Pufferflussge- schwindigkeit abhangt. Die Bandbreite a ist durch den Quer- schnitt der Kammer und durch 
das Verhaltnis aus Dosiergeschwin- digkeit des Substanzgemisches und der Pufferflussgeschwindig'keit 
(Dosterverhaltnis) gegeben. Sie vergrOssert sich wahrend der Trennung durch Diffusion, Turbulenz 
Elektroosmose und The.rmo- konvexion. Die Bedingung fur die vollstandige Trennung zweier Substanzen 
ist erfullt. wenn zum Zeitpunkt der Entnahme die Bandbreiten einander nicht iiberlappen und wenn die 
wirksame Breite b einer einzelnen EntnahmevQrrichtung keiner ist als der'Abstand zwischen den 
emzelnen Bandern. an der Entnahme- stelle. Die Abmessungen der Trennkammern bekannter Gerate 
sind be^p.elsweise L x B x d = 50 x 50 x 0.05 cm Oder 50 x 10 x 0,05 cm. Ferner werden auch Gerate mit 
Trennkammern verwendet, deren Abmessungen bei L - 18 bis 45 cm, B = 2,5 bis 5,0 cm und d = 0 15 cm 
liegen. 

Bei den bekannten Geraten kann wegen der in der Nahe der Elektroden.. auftretenden Inhomogenitaten 
des elektnschen Feldes nicht die gesamte Trennkammerbreite ausgenutzt werden, so dass das Gerat 
breiter ausgefuhrt werden muss, als dies bei maximaler Ausnutzung der zur Verfugung stehenden 
Trennkammerbreite eigent- lich notwendig ware. Ferner ist das Problem, Kammerplattenpaare dieser 
GrOsse, die zudem noch von alien vier Seiten aus durch die Elektroden- und Pufferzufuhrungs- bzw 
Absaugyomchtung unter recht hohe mechanische Spannung gesetzt werden, prazis im richtigen Abstand 
d zu halten und gegen Pufferdruckschwankungen zu stabilisieren, technisch nur sehr aufwendig zu lOsen 
und da her Ursache erhohter Storanfalligkeit. Auch ist das grosse Eigenvolumen der Trennkammer bei 
Arbeiten mit klemen Probenlangen sehr nachteilig. So ist es kaum moglich, die Verweilzeit der Substanz 
in der Kammer kurzer als etwa 30 Minuten zu halten, wodurch insbesondere Arbeiten mit empfindlichen 
Substanzen behindert werden. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine Trennkammer zu schaffen, die mit 
wenigen Handgnffen montierbar und in ihren Hauptabmessungen variabel ist, die ferner mechanisch so 
stabil ist, dass zum Beispiel Anderungen des Puffer- drucks und ungleiches Anpressen der Dichtungen 
keinen Einfluss auf die Form der Kammer haben. Zudem sollen bei kleinem Eigenvolumen hohe 
Feldstarken, intensive Kiihlung und grosse Pufferflussgeschwindigkeiten erreichbar sein. 

Die erfindungsgemasse Trennkammer zeichnet sich dadurch aus, dass sie zwischen den Elektroden 
einen nicht ebenen, einfach Oder mehrfach gewinkelten Oder gewfilbten Querschnitt besitzt. 

Bei dieser Ausfuhrungsform kann beispielsweise die wirksame Flache der Trennkammer in eine Ebene 
gelegt werden. wahrend die unwirksamen Teile der Trennkammer in einer dazu unterschiedlichen Ebene 
liegen, so dass msgesamt die tatsachliche Breite der Kammer wesentlich verringert werden kann.. 

Zweckmassig ist es hierbei, die Elektroden in einem gemeinsamen Block zusammenzufassen, so dass 
die Elektroden praktisch eine Einheit bilden. 

Die Innenflache der Trennkammer kann dadurch einen Innenblock und ihre Aussenflache durch einen 
Aussenblock gebildet werden. Dabei sind Innenblock, Aussenblock und Elektrodenblock zur Aufnahme 
von Kuhl vornchtungen vorgesehen. Besitzt die Trennkammer beispielsweise einen U-f6rmigen 
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SSS d b^n S en enb,0Ck U " d Seitenbl6cken - und *" '"-block 

Aussen- und Innenblock werden zweckmassigerweise uber Dichtungen und Elektrodenmembranen auf 
den Elektrodenblock gepresst, wobei die elektrodenseitigen Kammerenden uber den Schlitzen der 
Elektrodenraume liegen. 

Um eine genaue Einstellung der Plattenstarke zu ermglichen, ist es zweckmassig, die einzelnen Blocke 
so auszubilden dass Aussenbloclc und Innenblock getrennt auf den Elektrodenblock gepresst werden 
konnen. Dabe. kann im Fall einer U-fdrmigen Kammer ein durch den Elektrodenblook in den Kiihl block 

^ZSS^S^ ZSS?*" ^ *" 60196960 "** die *™ y '™°'™° der 

Aussen- und Innenblock konnen aus jeweils einem Oder mehreren Teilen bestehen, durch deren 
gegenseitige Verschiebung Trennkammern variabler Dicke und Form hergestellt werden konnen. 

HtaSSf ? E,ek 5 0d en/"6glichst schnell und einfach auswechseln zu kdnnen, werden vorteilhafterweise 
akw ! k !" In r- d ? Elektrodenr aume ein steckbar ausgefiihrt, wobei die Steckverbindungen die 
Abdichtung des Elektrodenkanals und die Jus.tierung der Elektroden in den Elektrodenraumen bewirken. 

Die erfindungsgemasse Trennkammer lasst sich einfach und schnell zusammenbauen und mittels 
vveniger Einzelteile in ihren Hauptabmessungen einfach und schnell verandern. Aufgrund ihres 
Aufbaues ist die Trennkammer mechanisch so stabil, dass Anderungen des Pufferdrucks und ungleiches 
Anpressen der Dichtungen keinen Einfluss auf die Form der Kammer haben. Das Volumen des gesamten 
Cerates kann durch den unebenen Aufbau der Trennkammer auf„das unbedingt notwendige Minimum 
verringert werden und es sind zudem hohe Feldstarken, intensive KOhlung und qrosse 
Pufferflussgeschwindigkeiten mdglich. 

Insbesondere 1st bei U-fdrmigem Querschnitt der Trennkammer eine sehr einfache Bauweise derselben 
moglich^ die eine grosse Prazision der Kammerform zuiasst und eine grosse mechanische Stability 
bietet. Hierdurch brauchen Kammerpufferzu- und abfluss nicht synchronisiert zu werden und es konnen 
N.veaugefasse gleichen Querschnitts fur die Pufferzufuhrung verwendet werden. Die Befiirchtung dass 
die Ablenkung der Substanzstreifen bei dieser Kammerform in ungiinstiger Weise beeinflusst wiirde ist 
deshalb unbegrdndet, weil normalerweise die ebene Stirnfiache der Kammer far die Trennungen benutzt 
wird Da auch in den planar angeordneten Kammern elektrodennahe Regionen wegen dort vorhanden 

So^Th , n9en ! u ff6rS ° hnehin vermieden werd en messen, ist der fur die Trennungen nutzbare 
Bereich der eckigen und ebenen Kammern gleicher Breit-e vergleichbar. 

Anhand von Versuchen konnte festgestellt werden, dass die um die Ecke herum wandernden 
Substanzstreifen in ihrer Form und ihrem Ablenkungswinkel unbeeinflusst bleiben. 

Als wesentlicher Vorteil der erfindungsgemassen Kammerkonstruktion ist ferner die gemeinsame 
Anordnung der beiden Elektroden in einem Block zu betrachten. Der sonst zur Reinigung der Kammer 
zum Austausch der Elektrodenmembranen usw. erforderliche Arbeits- und Zeitaufwand entfailt hierdurch 
zu einem grossen Teil. Daruberhinaus wird mit Hilfe des Entlastungsbolzens der Aufbau einer 
Trennkammer ermdgiicht, die nahezu frei von Zugund Druckkraften ist. Vorteilhaft ist ferner die leichte 
Zuganglichkeit der Elektroden. Die besondere Konstruktion des Elektrodenblocks und die nicht planare 
Anordnung der Trennkammer erlaubt es aber auch, Kammern verschiedenster Formen aufzubauen So 
kann beispielsweise bei vorgegebenem Abstand der Elektrodenkanaie das Seitenverhaitnis der Kammer 
durch Variation der Seitenbldcke verandert und damit die Kammerbreite variiert werden Um eine 
mdglichst schmale Kammer herzustellen, kann der Kuhlblock zum Beispiel durch eine mechanisch 
genugend stabile Glasplatte ersetzt und der Raum zwischen Elektrodenblock. Dichtungsleisten und 
Glasplatte als Kanal fur die'Kuhl- flussigkeit benutzt werden. Die Kunststofftechnologie erlaubt es ferner 
mit einfachen Mitteln Kammern auch'mit nicht ebenen Begrenzungsfiachen herzustellen. Wenn Giess- ' 
Oder Spritz- verfahren angewendet werden und der KGhl block als negative Form benutzt wird ist die 
Konstanz der Kammerdicke bei beliebigen Kammerformen in hohem Masse gewahrleistet. 

Die Grdsse der erfindungsgemassen Trennkammer ist konstruktiv nicht eingeschrankt. Sie kann in weiten 
Grenzen variiert werden. 
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p ffffS! 9 « ,ner 9 e 9 ebenen Substanz kann in sehr weiten Grenzen durch die Wahl von 
Pufferflussgeschwind.gkeit und Feldstarke variiert werden. So sind beispielsweise tai der 
erfindungsgemassen Trennkammer unter Verwendung ablicher PufSstem T*ennunaen bei 

ESSEX ^ 80 biS J 2 ° Wcm im Dauerbetri * b msflich. Um TurbuleS der ^dZg 9 zu vermeiden 
und moghchst kreisrunde, von Wandeffekten unbeeinflusste Substanzstreifen zu eVzielen hab?n sich 
Kammerdicken von 0,5 bis 1 mm als optimal herausgestellt. erzieien, haben sich 

Da in der Mehrzahl der Trennprobleme geringe Verweilzeiten in der Kammer und hohe Durch sa t 7 r*.*n 

; h S,nd A k f Wr die Absau 9 v °^htung ein Antriebsmotor vorgesehe Werden def 
Durchflussgeschwind.gke.ten von 3 bis 20 ml/Minute erlaubt. Dies entspricht Verweilzeten von 7 bis 1 

P Si S p f? Tren h nkam ™ mit den Abmessungen B und L. bei der sich "zwischen Tzwe planpSeen 
Plat ten e.n Puffervorhang der Dicke d gleichmassig in Fallrichtung bewegt Das an^neTstelle 
kont.nu,er.,ch ,n den Pufferstrom injizierte Substanzgemisch wandert als Streifen ^deTfiandSe a nach 

Unter dem Einfluss eines elektrischen Gleichstromfeldes, dessen Feldlinien parallel zur Kante B 

?^ttnli^ £ eldst t arke u " d der P^erflussgeschwindigkeit abhangt. Die Breite des 
Substanzgem sches ist vom Querschnitt der Kammer (B x d) sowie vom Verhaltnis aus 
Dos.ergeschw.nd.gkeit des Substanzgemisches und der PufferflussgeschwTndigkeit abhanqio Sie 
vergrossert s.ch wahrend der Trennung zu den Breiten a" bzw. a". Die BeTgung HI die S siandiae 
Trennung substanzen ist erfullt, wenn zum Zeitpunkt der Entnahme ausTr Kamme a" und ^ sirh 

XLtT? P ™ n"' r 6nn dl \ wirksame Breite b eine r einze,nen B«tnZi^tS B Zi ist als der 
fVftMP h i h ■ °v Tr f™ barkeit von Substanzgemischen ist im Prinzip also nur von d^kons rukten 

abSngig * ™" * niCht jed ° Ch VOn FOrm Und AuSmass der T^nlK^ 

x?J\ 2 Und 3 iSt , eine bevorztJ 9te Ausfuhrungsform der erfindungsgemassen Trennkammer aezeiat 
D.e Trennkammer wird einerseits von einem Frontblock A, und zwei SeitenblOcken Bb^TLntTl 
d-eser Blocke liegt ein KOIIIblock C mit einem Kumilssig^s^D ^ ZT^ insgesamfe in 
aIZr r ? UerS ? n,tt d6r 7 rennkammer ergibt. Den Seitenblocken B und dem KUh T8£c 
gegenuberhegend angeordnet ist ein Elektrodenblock E, der, gegenCiberliegend den Enden der U 
formigen Trennkammer. Elektroden kanale F mit Elektroden enthalt. 

Zwischen dem Elektrodenblock und der Trennkammer sind kompressible Dichtunqsleisten K fzum 
Be sp,el aus S. con) Elektrodenmembranen L und Ausqleichsleisten M angeordnet D fe Blocke sTnd 
?ri5r nb0,2 T^ mite J nander Verspannt ' wobei die durch di * Seitenblocke fuhrenden uS^als 
^SSSZSSS^^ S °< d ? SS die DiCke der Trennka "™ einstellbar ist. Ein durch den 

E hindurchgefuhrter Spannbolzen H dient zur Aufnahme der Krafte die eine Verrinoeruno 
z r£T2^ b ?^r^^ Kammer P^erld.sung wird durch KammerpuffeVzu^ 
zu- bzw. abgele.tet. Das zu trennende Substanzgemisch wird durch eine Zufuhrung P eingeleitet 

Der Elektrodenpuffer wird durch Anschlusse N zu- bzw. abgefuhrt Die Elektroden selhst sinri miftoi* 

Tu en ' d f, S T 1 den Trennrau ™ kontinuierlich mit einer Losung ehes geeSen 
Tragerampholten m,t der LoSUI.g des zu trennenden Substanzgemisches beschlck" e?n zTAusbildung 
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eines pH-Gradienten genOgend hohes Feld anlegt und die im pH Gradienten aufgetrennten Fraktionen 
aus den EntnahmeSffnungen der Trennkammer entnimmt. 

Nach einer bevorzugten AusfOhrungsform der Erfindung ftillt man in die von der Trennkammer durch 
geeignete Membranen abgetrenn- ten Elektrodenraume geeignete Fliissigkeiten ein. deren Aciditat 
(Anodenraum) bzw. Basizitat (Kathodenraum) den gewunschten Bereich des pH-Gradienten beqrenzf 
z.B. pH-Bereich 4 - 8. Anodenraum 1 proz. Phosphorsaure. Kathodenraum 1 ,5proz. Wassrige 
Athanolamin-Ldsung. a 

6en T^nnraum einTw ZU trennende Substanz 9emisch in die Tragerampholyt-Ldsung. bevor diese in 

Vorzugsweise ftihrt man das zu trennende Substanzgemisch vermit- tels einer Dosierpumpe in den 
Trennraum ein. 

Beispiel Man durchstrdmt den Anodenraum mit 1proz. Phosphorsaure, den L'athodeuraum mit 1 5proz 
Athanoammldsung. Trennkammer und Elektrodenraume sind durch eine Dialysiermembran voneinander 
getrennt. 

Die grosse mechanische Stabilitat der Kammer gestattet es die Ampholie-Losung durch 6 Niveauqefasse 
der Trennkammer zuzufuhren. a 

bei den bandelsOblichen Trennkammersystemen werden hierzu die Ciblichen Kammerpufferzufuhrungen 
benutzt. Man kann die Einstellungsgeschwindigkeit des pH-Gradienten in Abhangigkeit von der 
Ver@eilzeit des Tragerampholyten in der Trennkammer bei Feldstarken von 90-100 V/em bestimmen 
Hierbei strOmt die 1 proz. 

Ampholine-Ldsung aus den Niveaugefassen als 1 1 em breiter und 0,05 em dicker Pufferfilm durch die 
Kammer und wird nach einer Laufstrecke von 36 em durch ein 48-fache Schlauchpumpe am unteren 
Ende der Kammer entnommen. Man beobacntet, dass die Leitfahigkeit, die bei Ampholytgradienten ein 
Mass fur die Einstellung den pH-Gradienten i.st, innerhalb von etwa 10 Min. , ab hangig von der 
Pufferflussgeschwindigkeit, auf 40 - 60 % des Ausgangswertes zuruckgeht. Die Bestimmung des pH in 
den 48 Fmktionen ergab im Rahmen der methodischen Genauigkeit Gbereinstimmende pH-Gradienten 
bei Verweilzeiten von 25, 50 und 100 Min. Sie zeig- ten den erwarteten Verlauf. 

Die unerwartet rasche Einstellung des pH-Gradienten in der Trerin- kammer Ijsst vermuten, dass die 
Herstellung des Gradienten und eine weitgehende isoelektrische Fokussierung in einem einzigen 

2""? ® erre ' Cht Wefden kann ' Wenn die Verweilzeit in der Trennkammer genOgend gross ist Diese 
Moglichkeit wurde an hand der Trennungen von vier Proteinen, Serum-Albumin (Rind) (Behringwerke 
A.G Marburg, elektrophoretischer Reinheitsgrad 100 %), Gamma-Globulin (Rind) (Behringwerke A G 
Marburg, reinst) (elektrophoretisch einheitlich (7)), Hamiglobin (Rind) (Serva Entwicklungslabor ' " 
Heidelberg. 2 x kristallisiert, reinst) und Myoglobin (Pferd) (Serve Entwicklungslabor, Heidelberg, reinst) 
ycprun. 

Es wurden zwei Arten der Substanzzufuhrung in die Kammer ange- wendet: a) Auflfisen des Proteins in 
der Ampholine-Losung eines der sechs Miveaugefasse. Bei einer Konzentration des Proteins von 1 mg/ml 
Ampholme-Lsg.. 100 Mm. Verweilzeit und eine Kammer volumen von 20 ml werden pro Stunde 2 mo 
Protein durchgesetzt. a 

b) Zupumpen der Proteinldsung durch die Dosiereinrichtung. Bei einer Substanzkonzentration von 10 
mg/ml Ampholine-Lsfr.. einem Dosierverhaltnis von Substanzldsung/Kammerpuffer = 150 einer 
Verweilzeit von 100 Min. werden ebenfalls etwa 2 mg Protein/Std. 

getrennt. 

Ergebnisse In Fig.4 ist die Trennung des Gammn-Globulins im pH-Gradienten von 3 - 10 dargestellt Die 
punktierte Kurve stellt den Extink- tionsverlauf bei 280 mii in den verschiedenen Fraktionen nach einer 
Verweilzeit von 50 Mm. dar. Injiziert wurde eine Globulin- losung von 5 mg/m1 in Iproz. Arnpboline-ldsung 
im Dosierverhaltnis 1 :50. Die ausgezogene Kurve zeigt die Trennung nach doppelter Verweilzeit (1 00 
Mm.) und doppelter Proteinkonzentration. Das Trennergebnis war im letzteren Fall unabhangig davon an 
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n ■ ? die , GI ° bul ' n P r ° be in J i2iert wurde. Dies zeigt, daB die erreichte Trennung zum 
Vlindesten eine sehr weitgehende Fokussierung der Globulinanteile mil unterschiedlichem IP in ihnen 
zukommenden pH-Bereich darstellt. Die gestrichelte kurve gibt den in den Frakllonenl!^n^ert 

Die Trennung des "elektrophoretisch einheitlichen" Serum-Albumins unter den Bedingunqen der 
^SlSSTS mit H 1 °°M TV* 2eit iSt Rg - 5 dar 9este..e. In flacheren pTcShte zum 
Min nn. 11" l™**" M ^° h,n ' und Hamoglobinlosungen (7,5 mg/ml) mit einer Verweilzeit Z 100 
nm Hta h T Des,erver ;. haltnis von 1 getrennt. Die punktierten Linien in Fig. 6 stellen die bei 415 
nm die durchgezogenen d.e bei 280 nm gemessenen Extinktionen dar. Aus Fig 6 ist auch dte 

reX^nll^r ^ pH " Gradienten zu entnehmen, die durch die gestriche.ten Linieh 

Kn^JZT™ 9 Und f ; rak,ionierun 9 kontinuierlich erfolgt, konnen zu jedem Zeitpunkt Proben fur 
Kontrollmessungen entnommen uad so z.B. die Gate der Trennung laufend verfolgt werden Wird bei so 
geringer Substanzkonzentration gearbeitet, dass keine Ver- anderung des Graven en durch cHe 

MnS: kUn9 t der S " bStanZ ZU befQrchten ist - so k6nnen d ''e IP nacheinander getrennter ^bs anzen 
unm.ttelbar m.te.nander verglichen werden. Hohere Sub stanzkonzentrationen verursachen aHeXqs 

?SSSS r 3 " 184 ^ S Gradienten W- Fi 9 4), so dass in diesem Fall der Verfauf des pH 
Gradienten jeweils gesondert bestimmt werden muss. 

Sp!nP^!S iChen A V K rf f hreP T d , er ein Dichte 9radient aufzubauen ist, noch nach erfolgter Trennung 
lum nTwit e r e K Arb / e, * s 9 u an 9 fraktioniert werden muss, ist der Arbeits- und Zeitaufwand im VergS 
?Z^^^^^^!^^ * ^" rennun 9 aut Grund der hohen anwendba^ 

Die Trennungen wurden bisher ausschliesslich in 1proz. wassrigen Ampholine-Losungen in der von uns 
SSST Tren t nka ^ er 8 aus 9 eftih rt- Wegen dergeringen Dichte der Ampholi.ni-Lbsungon wurSen 
nur wen,g konzentnerte ProtemlOsungen getrennt. Es besteht jedoch die Moglichkeit eines 
Dicntenausgleiches, z.B. 

durch Rohrzucker, Picoll etc., bzw. durch apparative Veranderungen, a n denen wir zur Zeit arbeiten. 
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Claims 



Patent ansprUch e' 

1 . Trennkammer fur die kontinuierliche Ablenkungselektro phorese im tragerfreien Pufferstrom, mit 
Elektroden, mit einer Trennkammer und Zu- und Ableitungen fur den Elektrodenpuffer, den Kammerpuffer 
und die zu trennende 

Substanz, dadurchgekennzeichnet, dass die Trennkammer zwischen den Elektroden einen 
nicht ebenen, sondern einfach Oder mehrfach gewinkelten oder ge wolben Querschnitt besitzt. 

2. Trennkanmer nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Elektroden in einem gemeinsamen 
Block (E) zusammenge fasst sind. 

3. Trennkammer nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Innenflache der Trennkammer 
durch einen Innenblock (C) und ihre Aussenflache durch einen Aussenblock (A, B) gebil det sind, wobei 
Innenblock, Aussenblock und Elektrodenblock zur Aufnahme von Kuhlvorrichtungen vorgesehen sein 
kflnnen. 

4. Trennkammer nach Anspruch Lund 2, dadurch gekennzeichnet, dass Aussen- und Innenblock uber 
Dichtungen (K) und Elektroden membranen (L) auf den Elektrodenblock (E) gepresst sind, wobei die 
elektrodenseitigen Kammerenden uber den Schlitzen der ElektrodenrSume liegen. 

5. Trennkammer nach einem der vorstehenden Anspruche, daduruch gekennzeichnet, dass Aussenblock 
und Innenblock getrennt auf den Elektrodenbiock preBbar sind. 

6. Trennkammer nach einem der vorstehenden Anspruche, da durch gekennzeichnet, dass die 
Trennkammer einen U-f6rmigen 

Querschnitt aufweist, dass der Aussenblock aus einem Front block A und Seitenblocken (B) besteht, und 
dass der Innen block aus einem Kuhl block (C) besteht. 

7. Trennkammer nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass ein durch den Elektrodenblock (E) 
fuhrender Spannbolzen (-Y ) vorgesehen ist, der den KrSften entgegenwirkt, die eine 
Verringerung der Kammerdicke bewirken wurden. 

8. Trennkammer nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass Aussen- und 
Innenblock aus jewei'ls einem oder mehreren Teilen bestehen, durch deren gegenseitige 
Verschiebung Trennkammern variabler Dicke und rorm herge stellt werden kGnnen. 

9. Trennkammer nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Elektroden 
in die ElektrodenrSume einsteckbar sind, wobei die Steckverbindungen die Abdich tung des 
Elektrodenkanals und die Justierung der Elektroden in den ElektrodenrSumen bewirken. 

10. Verfahren zum kontinuierlichen elektrophoretischen Trennen von Substanzen mit 
Ampholyteigenschaften, z.B. Proteine, vermittels isoelektrischer Fokussierung, dadurch gekenn- zeichnet, 
dass man den Trennraum einer Trennapparatur nach einem der Anspruche 1 bis 9 fur tragerfreie 
Elektrophorese kontinuierlich mit einer Losung eines geeigneten Trager ampholyten mit der Losung ds zu 
trennenden Substnnzge- mischers beschickt, ein zur Ausbildung eines pH-Gndienten geniigend hohes 
Feld anlegt und die im pll-Gradienten aufge- trennten Fraktionen aus den Entnahmeoffnungen der Trenn 
kammer entnimmt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man in die von der Trennkammer durch 
geeignete Membranen abge trennten ElektrodenrSume geeignete Flussigkeiten einfailt, deren Aciditat 
(Anodenraum) bzw. Basizitat (Kathodenraum) den gewQnschten Bereich des pH-Gradienten begrenzt; 
z.B. 

pH-Bereich 4 - 8, Anodenraum 1proz. PhosphorsSure, Kathoden- raum 1,5proz. wSssrige Athanolamin- 
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Losung. 

12. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man das zu trennende Substanzgemisch 
in die Tragerampholyt- losung gibt, bevor diese in den Trennraum eintritt. 

13. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man das zu trennende Substanzgemisch 
vermittels einer 

Dosierpumpe in den Trennraum einfuhrt. 
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